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摘要 林木 的 分 子 病理 学 研究 长 久 以 来 落后 于 农业 作物 病理 学 。 随 着 高 通 量 测序 技术 
的 问世 ， 林 木 的 分 子 病理 学 研究 迎 来 了 一 个 二 新 的 时 代 。 从 2006 年 至 今 ， 杨 树 、 云 杉 等 重 
要 森林 树种 的 全 基因 组 测序 相继 完成 ， 这 为 全 面 解析 林木 的 抗 病 过 程 提 供 了 遗传 背景 。 同 
时 ， 转 录 组 学 和 全 基因 组 关联 分 析 的 应 用 使 得 人 们 能 快速 地 积累 大 量 的 数据 ， 从 而 为 揭示 
林木 和 病原 菌 之 间 的 分 子 互 作 机 制 黄 定 了 基础 。 近 两 年 来 CRISPR/Cas9 基因 编辑 等 分 子 生 
物 学 技术 创新 不 断 。 高 效 地 分 子 生物 学 技术 结合 基因 组 学 研究 有 利于 林木 育种 的 研究 。 本 
文 阐述 了 林木 对 抗 病原 菌 入 侵 的 生理 机 制 ， 综 合 论 述 了 8 近 十 年 来 基因 组 学 和 转录 组 学 研究 
在 木 本 植物 分 子 病理 学 方面 所 取得 的 成 果 ， 总 结 了 分 子 生物 学 技术 在 林木 抗 病 领域 的 研究 
成 果 ， 分 析 了 存在 的 问题 和 未 来 发 展 的 趋势 ， 以 期 为 林木 抗 病 育 种 提供 参考 。 
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林木 具有 调节 气候 ， 维 持 生物 多 样 性 等 重要 的 生态 效益 ， 同 时 也 是 主要 的 
可 再 生生 物 能 源 物质 。 森 林 病 虫害 不 断 影响 和 威胁 着 林业 的 生态 及 经 济 效益 。 
深入 探究 林木 如 何 抵御 病虫害 及 其 两 者 间 的 互 作 机 制 可 以 加 快 抗 病 林木 品种 的 
选 育 ， 有 利于 进行 科学 防治 ,也 可 为 相关 部 门 制定 林业 管理 政策 提供 数据 文 撑 。 
但 是 ， 林 木 具 有 生命 周期 长 、 不 易 获 得 基因 突变 体 等 特点 中， 使 得 其 抗 病 分 子 
机 理 的 研究 滞后 于 草本 植物 ， 尤 其 是 拟 南 芥 、 水 稻 等 模式 植物 。 

木 本 植物 的 抗 病 分 子 机 理 与 模式 草本 植物 相似 叫 。 但 林木 作为 多 年 生 植物 ， 
其 生长 速度 和 进化 速率 低 于 一 年 生 的 草本 植物 ， 更 远 远 低 于 活跃 的 病原 菌 。 林 
木 是 如 何 利用 其 基因 组 中 的 有 限 “ 工 具 ” 去 感知 和 抵御 进化 速度 快 且 种 类 繁多 
的 病原 菌 呢 ? 这 是 目前 林木 病理 学 研究 的 重要 问题 之 一 。 

近年 来 ， 高 通 量 的 基因 组 学 和 转录 组 学 〈transcriptomics) 研究 是 林木 抗 病 
领域 的 热点 ， 也 是 深入 理解 林木 与 微生物 交互 作用 的 强 有 力 手 段 。 基 因 组 学 和 
转录 组 学 的 应 用 标志 着 林木 病理 学 的 研究 进入 一 个 新 时 代 。 本 文 拟 在 基因 组 时 
代 的 背景 之 下 ， 就 近年 来 林木 抗 病 分 子 机 制 所 取得 的 成 就 ， 以 及 高 通 量 测序 技 
术 在 林木 分 子 病理 学 研究 中 的 作用 与 面临 的 挑战 进行 综述 与 分 析 。 


1 ”林木 抗 病 机 制 特点 


通过 模式 草本 植物 及 其 相关 突变 体 的 分 子 生 物 学 研究 , 人 们 已 对 草本 植物 如 
何 响 应 病原 菌 〈 包 括 真菌 和 细菌 ) 的 侵 染 ， 以 及 二 者 间 的 相互 作用 有 了 较为 明确 
的 认 知 。 植 物 可 通过 病原 模式 识别 受 体 (pattern recognition receptors, PRRs) 来 
鉴别 绝 大 多 数 与 病原 菌 相 关 的 保守 分 子 模式 Cpathogen-associated molecular 
patterns，PAMPs)， 并 激发 植物 基础 免疫 机 制 ， 而 一 些 病原 菌 可 释放 效应 物 
Ceffector) 抑制 其 宿主 植物 的 基础 免疫 响应 。 此 时 ， 植 株 可 进一步 通过 抗 性 
(resistance, R) 蛋白 去 识别 病原 菌 效应 物 及 其 导致 的 变化 ， 产 生 由 效应 物 激 发 
的 免疫 B。 这 两 种 免疫 响应 通过 植物 激素 组 成 的 信号 转 导 通路 传递 。 其 中 ， 水 杨 
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酸 (salicylic acid, SA) 信号 途径 主要 与 植物 抵抗 活体 营养 型 和 半 活 体 营养 型 的 
病原 菌 有 关 ， 而 茉莉 酸 (jasmonic acid, JA) /乙烯 信号 途径 则 被 认为 与 坏死 营养 
型 病原 菌 的 抗 性 有 关 。 这 两 条 信号 通路 主要 表现 为 持 抗 作用 , 但 也 会 表现 出 相互 
协同 和 内。 这 些 激素 及 下 游 转 录 因 子 将 进一步 调控 相关 基因 【如 编码 参与 合成 和 修 
饰 病 程 相 关 和 蛋白 (pathogenesis-related protein, PR) 和 次 生 代谢 产物 的 基因 ) 的 
表达 ， 并 最 终 决 定植 物 的 抗 性 水 平 〈 图 1 )。 
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1. 植物 响应 病原 菌 〈 包 括 细菌 和 真菌 ) 侵 染 的 示意 图 。 
Fig. 1. Schematic illustration of induced responses in host cells to pathogens 
(including bacteria and fungi). 


林木 的 抗 病 机 制 类 似 草本 植物 ,但 也 有 自身 的 特点 。 为 了 降低 漫长 生命 周期 

中 的 发 病 率 ， 林 木 增强 了 对 病原 戎 的 物理 、 化 学 防御 。 如 坚 声 的 树 皮 可 以 保护 其 
有 活性 的 形成 屋 和 韦 皮 部 ， 以 及 木质 部 中 的 木质 素 具有 抗菌 作用 等 。 这 些 特性 使 
得 林木 免 受 绝 大 多 数 病原 菌 的 侵扰 ， 是 木 本 植物 的 第 一 道 防 线 。 当 第 一 道 防线 被 
破坏 时 《如 植 食 昆 虫 的 哨 咬 )， 病 原 体 便 较 容易 地 进入 林木 体内 。 此 时 ， 诱 导 性 
防御 就 会 被 激活 喇 。 木 本 植物 感知 病原 菌 入 侵 的 过 程 类 似 于 草本 植物 ， 也 是 通过 
受 体 和 蛋白 或 是 R 和 蛋白 所 介 导 中。 不 过 ， 在 信号 通路 下 游 的 激素 网 络 方面 ， 林 木 与 
草本 模式 植物 则 表现 出 了 较 大 差异 。 在 草本 植物 中 ，SA 和 JA 信 号 通路 可 以 激发 
生物 体 的 免疫 响应 。 虽 然 SA 和 JA 信 P a (Phytophthora 
cinnamomi) ‘z Be) #342 (Persea americana) FEAU, {ASATEMAP MID 
TE E Bi HS MA EB mlS 
尽管 大 量 的 生理 、 生 化 研究 前 述 了 林木 抗 病 的 生理 机 制 ， 也 有 一 些 研究 通 

过 正 疝 遗传 学 和 数量 性 状 位 点 定位 《quantitative trait loci, QTL) 等 传统 分 子 生 
物 学 手段 ， 初 步 探究 了 其 背后 的 分 子 机 理 ， 但 由 于 林木 自身 的 特点 ， 相 关 研 究 
进展 仍 较 为 缓慢 ， 页 还 需要 进一步 地 探究 ， 如 SA 信和 号 通路 在 林木 抗 
病 中 的 作用 。 如 今 ， 基 于 高 通 量 测序 技术 的 多 组 学 分 析 技 术 ， 大 大 加 快 了 林木 
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抗 病 分 子 机 理 的 研究 ， 同 时 也 为 此 问题 的 研究 提供 新 的 视角 。 


2 ”林木 的 结构 基因 组 学 和 抗 病 基因 分 析 


2006 年 ， 杨 树 全 基因 组 测序 的 完成 ， 标 志 着 林木 抗 病 分 子 机 理 的 研究 进入 
了 基因 组 时 代 n0。 以 全 基因 组 测序 为 目标 的 结构 基因 组 学 有 助 于 建立 高 密度 的 
遗传 、 物 理 和 转录 图 谱 ， 为 全 面 解析 杨 树 的 抗 病 过 程 提 供 遗 传 背景 ， 功 能 基因 
组 学 研究 则 在 结构 基因 组 学 提供 信息 的 基础 上 进一步 展开 ， 主 要 内 容 涉 及 绘制 
基因 的 表达 谱 、 鉴 定 基 因 的 功能 以 及 相关 的 比较 基因 组 学 研究 等 。 杨 树 作 为 木 
本 模式 植物 ， 对 其 基因 组 的 研究 可 以 为 揭示 SA 信号 通路 在 林木 抗 病 中 的 作用 
定 基础 。 美 国 佐治亚 大 学 的 Tsai 团队 吊 发 现 杨 树 细 胞 内 的 SA 水 平 持续 性 的 
提升 可 以 改变 光合 和 和 氧化 胁迫 的 状态 。 网 络 分 析 进 一 步 揭示 了 RLK 和 生物 / 非 
生物 胁迫 的 响应 转录 因子 WRKY 可 能 驱动 SA 介 导 的 下 游 基 因 的 转录 。 不 过 ， 
拟 南 芥 SA 信号 通路 中 的 一 些 基因 在 杨 树 中 没有 体现 出 相应 的 功能 ,ICS 基因 在 
拟 南 芥 生 物 胁迫 中 诱导 SA 合成 ， 但 在 杨 树 中 则 参与 合成 叶 绿 醒 。 与 这 两 种 不 
同 的 抗 逆 策略 相对 应 ， 拟 南 芥 和 杨 树 中 的 ICS 基因 在 基因 复制 和 可 变性 剪 切 方 
面 也 具有 独立 的 进化 模式 03。 虽 然 目 前 对 杨 树 的 基因 组 学 研究 并 不 能 完全 解释 
SA 成 功 诱导 林木 抗 病 概 率 较 低 的 问题 , 但 随 着 功能 基因 组 学 研究 方法 和 手段 的 
不 断 更 新 和 完善 ， 相 信 在 可 预见 的 未 来 ， 这 一 问题 会 逐步 得 到 解答 。 

杨 树 并 不 能 代表 所 有 的 林木 ,尤其 是 杀 缘 关系 远 的 裸子 植物 ， 如 挪威 云 杉 。 
后 者 的 基因 组 大 小 为 20 Gb， 为 杨 树 基因 组 的 37 倍 H31。 这 些 杀 缘 关 系 不 一 的 木 
本 植物 所 敏感 的 病原 菌 并 不 相同 ， 因 而 在 感知 和 抵抗 病原 菌 方面 也 往往 存在 显 
著 的 差异 。 这 些 木 本 植物 与 其 病原 菌 的 相互 作用 需要 更 深入 的 研究 。 

基因 组 时 代 下 的 高 通 量 测 序 技 术 有 效 地 解决 了 林木 基因 组 大 、 测 序 价格 高 
的 问题 .从 2006 年 的 杨 树 基因 组 草图 完成 至 今 , 已 完成 全 基因 组 测序 的 林木 ( 表 
1) 履 盖 了 裸子 植物 的 2 个 属 ( 云 杉 和 松柏 )0349 和 被 子 植物 的 约 16 AJo 1731, 
被 子 植物 中 ， 只 有 一 个 单子 叶 林 木 ( 椰 刺 Phoenix dactylifera) 的 草图 完成 ， 其 
余 均 为 双子 叶 林 木 。 值 得 一 提 的 是 ， 果 树 类 基因 组 占 了 已 测 序 的 双子 叶 林 木 的 
1/3， 比 如 苹果 、 梨 和 柑 权 。 研 究 人 员 相 信 全 基因 组 所 带 来 的 转录 组 学 、 和 蛋白 质 
组 和 代谢 组 学 等 结构 和 功能 分 析 对 研究 果树 林木 的 抗 病 机 制 和 提高 果实 产量 是 
有 帮助 的 。 此 外 ， 很 多 经 济 林 木 中 的 常见 病原 菌 基因 组 测序 B240 也 多 见 诸 报 道 

LÆ 1)， 这 也 可 以 为 深入 探讨 病原 菌 如 何 抑 制 林 木 中 的 先天 免疫 机 制 提供 研 

究 的 基础 。 

R 基因 是 激活 ETI 的 重要 组 分 ， 其 种 类 和 数量 直接 决定 着 树种 对 应 感 病菌 
的 种 类 及 敏感 程度 。 目 前 已 克隆 的 绝 大 多 数 R 基因 是 一 类 含有 核 音 酸 结合 位 点 

(nucleotide-binding site, NBS) UR E A TARE H Cleucine-rich repeats, LRR) 

的 NBS-LRR 基因 。NBS-LRR 基因 编码 的 蛋白 位 于 细胞 质 中 。 其 中 ，LRR 结构 
域 可 以 介 导 受 体 - 配 体 之 间 的 相互 作用 , 起 到 识别 病原 菌 的 作用 ; NBS 结构 域 负 
贵 进入 细胞 核 ， 激 活 相 关 基 因 的 表达 。 根 据 NBS-LRR 类 基因 所 编码 蛋白 的 N 
端 结构 域 CC (coiled coil) 或 者 TIR (Toll/Interleukin-1 Receptor), NBS-LRR 基 
因 又 可 进一步 分 为 两 种 : CC-NBS-LRR (CNL) 和 TIR-NBS-LRR (TNL). i 
过 追溯 进化 起 源 ， 研 究 发 现 TNL 类 基因 最 早出 现在 蔡 苞 类 植物 中 ， 而 CNL 类 
基因 起 源 于 石松 类 植物 中 ， 所 以 TNL 类 基因 的 出 现 早 于 CNL AA, RT 
结构 和 进化 起 源 的 差异 ，TNL 和 CNL 下 游 的 信号 通路 也 不 同 ， 使 得 两 种 
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NBS-LRR 基因 出 现 功 能 分 化 。 
根据 林木 的 全 基因 组 序列 信息 ， 挖 掘 并 预测 林木 的 R 基因 家 族 的 种 类 和 数 

量 ， 是 研究 林木 的 抗 病 机 制 的 关键 之 一 。 根 据 目 前 的 结构 基因 组 学 研究 ， 我 们 
对 不 同 植物 物种 的 NBS 基因 进行 了 汇总 ( 表 2) PL26,28,4245, HÆ 2 的 数据 可 
知 : (1) 单子 叶 植 物 中 仅 发 现 CC-NBS-LRR 基因 ， 而 大 部 分 双子 叶 植 物 中 两 种 
NBS-LRR (TIR-NBS-LRR 和 CC-NBS-LRR) 均 存 在 kr0。(2) NBS 基因 数量 以 
多 少 与 基因 组 大 小 无 必然 联系 。 木 本 植物 的 R 基因 普遍 多 于 草本 植物 的 R 基 因 ， 
这 可 能 为 木 本 植物 提供 了 更 好 的 抗 病 能 力 。 如 木 本 植物 可 可 树 297 个 R 基因 ， 
苹果 多 达 757 个 , 而 草本 植物 拟 南 芥 中 预测 的 R 基因 是 178 个 ,玉米 117 个 (535 
个 水 稳 R 基因 可 能 与 高 密度 的 人 工 筛 选 有 关 )。(3) TNL EÁ N 末端 的 TIR 结 
构 域 ， 与 果 蝇 Toll 蛋白 及 哺乳 动物 白细胞 介 素 受 体 的 胞 外 结构 域 相似 。 有 研究 
表明 果 蝇 和 哺乳 动物 的 Toll 和 Toll 同系 物 在 动物 的 免疫 机 制 中 起 着 信和 号 转 导 的 
作用 ， 而 植物 中 的 TNL 基因 也 直接 与 疾病 的 抗 性 有 关 。 例 如 拟 南 芥 中 的 TNL 
基因 RPS4 有 助 于 植物 成 功 抵 御 丁 香 假 单 胞 杆菌 番 关 致 病变 种 

(Pseudomonas syringae pv.tomato) 的 侵 染 。TNL 的 起 源 早 于 裸子 植物 和 被 子 
植物 的 分 歧 演化 ， 而 这 类 基因 在 单子 时 植物 中 缺失 ， 在 双子 叶 植物 中 数量 也 不 
一 致 。 拟 南 芥 的 NBS-LRR 抗 性 蛋白 中 TNL 占 了 62%， 和 葡萄 和 杨 树 是 21%， 可 
可 树 只 占 了 4%。 系 统 发 育 分 析 可 以 描述 TNL 基因 在 不 同 基 因 组 中 所 经 历 的 进 
化 轨迹 P83]， 然 而 关于 单子 叶 物 种 中 TNL 基因 的 缺失 及 不 同 基因 组 中 NBS 类 抗 
病 基 因 的 数量 差异 的 具体 机 制 ， 还 有 待 进 一 步 深 入 研究 [7。 


表 1 完成 全 基因 组 测序 的 林木 和 它们 的 病原 菌 


Table 1 Forest trees and their pathogens with whole genome sequenced 


物种 支 系 宿主 参考 序列 基因 组 组 装 大 小 染色 体 数 ”预测 编码 蛋白 ”病原菌 
目 的 基因 数 
裸子 植物 亚 门 ” 松 属 Pinus taedal!* 15] 20.1 Gb 2N=24 50,172 Heterobasidion annosums.1.82 33]; 
云 杉 属 Picea abiesl!] 20 Gb 2N=24 28,354 Grosmannia clavigera™*) 
Picea glauca! 20.8 Gb 2N=24 56,064 
单子 叶 植 物 纲 “ 刺 葵 属 Phoenix dactylifera!” 380 Mb (cover 60% of  2N=36 28,890 


the genome) 


原始 花 被 亚 纲 ” 杨 属 Populus trichocarpal"”! 423 Mb 2N=38 41,335 Melampsora larici-populina™*! 
桑 属 Morus notabilis"'8! 330 Mb 2N=14 29,338 
番 木 瓜 属 “Carica papaya Linnaeus!” 372 Mb 2N=18 27,332 
WARJE Jatropha curcas? 285 Mb 2N=22 40,929 
RJE Hevea brasiliensis?" 1.1 Gb (2.15 Gb of 2N=36 68,955 
haploid genome) 
T 4 H 葡 欧 属 Vitis vinifera?” 487 Mb 2N=38 26,364 Xylella fastidiosa (Temecula strain)69] 
ta Hy I 桃 属 Prunus persica?! 226 Mb 2N=16 26,873 
梨 属 Pyrus bretschneideri” 512 Mb 2N=34 42,812 
苹果 属 Malus x domestica’! 603.9 Mb 2N=34 57,386 Neonectria ditissima3”) 
李 属 Prunus mume!®! 237 Mb 2N=16 29,868 
桦木 属 Betula nana?” 450 Mb 2N=28 Preliminary 
genome 
assembly 
Har II 可 可 属 Theobroma cacao"®! 430 Mb 2N=20 28,798 
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柑橘 属 Citrus sinensis"! 301 Mb 2N=18 25,376 Citrus huanglongbing™*!; 
Xylella fastidiosa’; 
Xanthomonas axonopodis'”! 

核 属 Eucalyptus grandis?! 640 Mb 2N=22 36,349 Phytophthora cinnamomil33] 


> JE Fraxinus excelsior?" 877 Mb 2N=46 38,852 


> 
N: 
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表 2 被 子 植物 中 含 NBS 结构 域 的 基因 的 数量 


Table 2 Number of genes that encode domains similar to NBS genes in angiosperms 


物种 分 类 物种 名 > J 7 
基因 总 共 TNL CNL NL 总 共 TN CN N 
单子 叶 草 ”玉米 Zea mays“ 117 85 0 62 23 32 0 22 10 
本 植物 水 稻 Oryza satival®] 519 464 0 160 304 55 3 7 45 
双子 叶 草 MA 1 178 149 92 51 6 29 23 5 1 
R ee Kolapa 154 109 37 6 7 4 12 4 9 
tuberosum“! 
双子 叶 木 “可 可 树 T. cacao!) 297 194 8 82 104 103 4 46 53 
本 植物 葡萄 V. viniferal*?! 535 459 97 203 159 76 14 26 36 
橡胶 树 H. brasiliensis") 618 117 25 45 47 501 17 134 350 
杨 树 P. trichocarpa"?! 416 330 78 120 132 86 10 14 62 
P. mume’) 409 329 151 30 148 80 28 5 4 
苹果 M. domestica’! 757 491 145 147 199 266 68 45 153 


"Numbers in Arabidopsis thaliana were obtained from NIBLRRS Project website 
(http://niblrrs.ucdavis.edu/). 

2NBS-LRR type genes; TNL: TIR-NBS-LRR, CNL: CC-NBS-LRR, NL: NBS-LRR. 

INBS type genes which do not contain LRR domain; TN: TIR-NBS, CN: CC-NBS, N: NBS. 


3 ”林木 的 转录 组 学 分 析 


转录 组 学 在 结构 基因 组 学 的 基础 上 进一步 研究 林木 抗 病 的 分 子 机 理 ， 可 找 
出 受 病 原 菌 诱导 的 差异 表达 基因 。 目 前 常用 的 转录 组 学 分 析 方 法 有 基因 芯片 和 
转录 组 测序 (RNA-seq) 两 种 。 基 因 芯 片 技 术 出 现 较 早 ， 在 应 用 上 也 趋 于 成 熟 ， 
使 得 后 期 数据 分 析 十 分 快捷 ， 并 有 完整 的 理论 体系 支撑 。 相 对 于 基因 心 片 ， 
RNA-seg 的 优势 在 于 : (1) 无 需 预 先知 道 ESTs 信息 ， 可 以 运用 在 无 参考 基因 组 
序列 的 非 模式 生物 中 由 ]; (2) 产生 更 高 的 核酸 分 辨 率 ， 检 测 到 表达 量 很 低 的 转 
录 物 ， 避 免 了 杂交 所 引起 的 问题 以 及 允许 无 往 好 地 扫描 基因 组 的 基因 “〈 即 能 够 
检测 到 目标 基因 之 外 的 新 的 潜在 的 差异 性 表达 的 基因 )， 因 此 RNA-seq 的 应 用 
潜力 非常 大 。 

基于 基因 芯片 和 第 一 代 测 序 技术 ， 林 木 的 转录 组 学 研究 在 杨 树 中 率先 展开 
2950。 就 目前 而 言 ， 杨 树 的 转录 组 学 研究 结果 与 原先 的 生理 生化 结果 基本 相符 。 
在 接种 后 的 杨 树 中 ， 只 有 少 部 分 病原 菌 相关 的 基因 CO PR-1 和 几 丁 质 酶 ) 在 整 
个 试验 周期 都 是 上 调 的 ， 而 大 部 分 基因 只 在 一 些 特定 的 时 间 周 期 内 上 调 。 比 如 ， 
在 接种 后 期 原 花 色素 合成 所 需要 的 酶 突然 之 间 被 大 量 合成 ， 植 物化 学 分 析 也 验 
证 了 受 感染 的 叶片 中 原 花色 素 水 平 是 会 提高 {外 。 男 外 ， 将 不 兼容 性 的 叶 锈 病 病 
原 菌 接种 到 杨 树 中 , 宿主 的 PR-1、PR-2 和 PR-5 等 基因 的 表达 量 亦 显著 升 高 51]。 

五 针 松 是 重要 的 单子 叶 林 木 物种 。 北 美的 五 针 松 曾 被 五 针 松 疱 锈病 (由 松 
疱 锈病 菌 Cronartium ribicola 引起 ) 全 面 摧毁 。Liu 等 号 对 受 其 侵害 的 五 针 松 品 
种 之 一 西部 白松 (Pinus monticola) 进行 RNA-seq 分 析 ，de novo 构建 其 转录 组 ， 
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并 通过 比较 抗 病 和 感 病 的 不 同 西部 白松 叶片 的 转录 组 比较 ， 揭 示 了 979 个 显著 
差异 性 表达 的 基因 。 在 抗 病 的 幼苗 中 ， 上 调 基因 包括 一 系列 信号 感受 分 子 ， 比 
如 编码 CBL 互 作 的 激酶 〈CIPK)、F-box 蛋白 质 家 族 、ABA 受 体 的 基因 ， 还 有 
与 凋 亡 诱导 因子 (AF), FT 和 类 枯草 杆菌 蛋白 酶 同 源 的 基因 。 

苹果 、 梨 和 柑 权 是 重要 的 经 济 林 木 ， 病菌 Erwinia amylovora 侵 染 所 引起 的 
火 疫 病 对 全 球 的 苹果 和 梨 树 来 说 是 一 种 毁灭 性 灾害 。 最 典型 的 症状 是 花 、 果 实 
和 叶片 受 火 疫病 菌 侵害 后 ， 很 快 变 黑 褐色 枯萎 。 苹 果 基 因 组 草图 和 基因 组 注释 
的 完成 外 1 使 得 科研 人 员 可 以 利用 RNA-seq 技术 ， 第 一 次 挖掘 被 E. amylovora tz 
染 的 苹果 花 部 组 织 细胞 中 的 转录 组 变化 并 分 析 其 遗传 背景 531。1080 个 转录 物 在 
被 病菌 侵 染 48 小 时 之 后 呈现 出 差异 性 表达 , 包括 抗 病 、 代谢 和 植物 生长 素 相 关 
的 一 些 基因 。 通过 将 测序 短 序列 Creads) 对 应 到 无 基因 履 盖 的 苹果 基因 组 区 域 ， 
识别 出 和 火 疫病 相关 的 潜在 的 新 基因 。 通过 RT-PCR, 研究 人 员 发 现 一 个 过 氧化 
物 酶 基因 家 族 应 对 E.amylovora 表现 低 表 达 ， 推 测 其 具有 易 感 病 的 潜在 功能 。 

果树 溃疡 病 是 由 真菌 Neonectria ditissima 引起 的 另 一 种 严重 影响 苹果 产量 
的 林木 疾病 。Ghasemkhani87 通 过 对 两 个 抗 性 差异 较 大 的 苹果 树 品 种 进行 
RNA-seq 分 析 发 现 ， 抗 性 品种 在 注射 真菌 N. ditissima 之 后 ， 抗 病 相关 的 基因 ， 
以 及 参与 解毒 、 过 氧化 物 酶 相关 的 反应 、 杀 丙 醇 代谢 和 木质 化 过 程 的 基因 均 表 
现 显 车 上 调 。 

黄龙 病 是 一 种 影响 全 球 柑橘 生产 的 毁灭 性 病害 。 果 园 里 的 柑橘 树 (Citrus 
sinensis L. Osb.) 受到 柑橘 黄龙 病菌 (Candidatus liberibacter asiaticus) 入 侵 之 
后 会 呈现 不 同 症状 。Martinelli 64 5 采集 这 些 树木 的 四 个 组 织 细胞 〈 年 幼 和 成 
熟 的 叶子 和 果实 ) 进行 了 第 三 代 测 序 。 结 合 不 同 的 功能 分 析 方 法 (包括 主 成 分 
分 析 、 信 号 通路 和 基因 富 集 分 析 及 蛋白质- 蛋白 质 相 互 作用 网 络 分 析 )， 研 究 人 
员 挖 掘 出 受到 疾病 影响 的 代谢 功能 紊乱 ， 以 及 黄龙 病 引 起 的 激素 串扰 (hormone 
crosstalk)、 果 实 -叶子 信号 相关 联 的 功能 失调 。 有 意思 的 是 ， 作 为 生物 / 非 生 物 
胁迫 的 响应 转录 因子 WRKYs (包含 WRKY70), 它们 在 果实 中 的 表达 量 高 于 叶 
子 ， 而 果实 一 般 并 不 认为 是 受 病菌 侵害 的 首要 部 位 。 因 而 ， 该 工作 有 利于 宿主 
响应 检测 方法 的 改进 和 验证 病害 的 短期 治疗 策略 的 制定 。 

白蜡 树 (Fraxinus excelsior) 枯 梢 病 由 真菌 Hymenoscyphus fraxineusyin 5| 
起 ,可 能 导致 900% 的 欧洲 大 陆 白 蜡 树种 群 死 亡 。 伦 敦 大 学 玛丽 旦 后 学 院 的 Buggs 
团队 BI 对 欧洲 白蜡 树 进行 全 基因 组 测序 ， 获 得 全 长 cDNA 的 参考 序列 ， 然 后 重 
新 分 析 时 外 长 期 观测 到 的 枯 梢 病 易 感 的 丹麦 白蜡 树叶 片 组 织 的 转录 组 学 测序 数 
据 SI， 并 对 在 英国 和 欧洲 大 陆 的 白蜡 树 进 行 全 面 的 遗传 分 析 ， 得 出 的 主要 结论 
Fe: 相 比 欧洲 大 陆 的 白蜡 树 ， 英 国 的 白蜡 树 更 有 可 能 携带 抵御 白蜡 树 枯 梢 病 的 
基因 。 因 为 较 低 的 白蜡 树 村 梢 病 易 感性 与 较 低 水 平 的 植物 化 学 物质 “ 环 烯 醚 蒿 
苷 类 ”有 关 ， 而 相 比 欧洲 大 陆 的 白蜡 树 ， 多 数 英 国 白 蜡 树 生成 的 这 类 化 合 物 较 
少 。 

另外 ,利用 RNA-seq 技术 研究 林木 转录 组 学 的 工作 还 涉及 柯 木 51、 可 可 树 
58 和 紫薇 69]1。 

除了 编码 蛋白 的 基因 ,近年 来 的 研究 还 发 现 Ca?*. miRNA 等 一 些小 分 子 物 
质 也 与 林木 的 抗 病 性 有 关 。Kanchiswamy 等 [ 唤 的 研究 表明 在 接种 后 苹果 树 中 ， 
抗 病 品 种 的 细胞 质 基 质 Ca 含量 高 于 感 病 品种 , 同时 在 30 个 Ca 关 依 赖 性 和 蛋白 激 
酶 (Ca2-dependent protein kinases, CPKs) 中 有 11 个 属于 差异 表达 。 另 外 ，Chen 
等 [6 通过 对 未 接种 和 接种 溃疡 病 的 杨 树 cDNA 文库 进行 Solexa 测序 , 确定 了 在 
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生物 胁迫 中 杨 树 miRNA 的 变化 情况 。 最 后 ， 他 们 发 现 大 多 数 miRNA 在 接种 后 
都 上 调 , 其 中 33 个 miRNA 显著 上 调 。 如 miR393 上 调 了 6.4 倍 , 并 且 这 个 miRNA 
在 冷 处 理 下 表达 量 也 会 上 调 。Petre AH 454 焦 磷酸 测序 技术 对 接种 后 的 杨 
树叶 片 进行 转录 组 学 分 析 , 发 现 了 一 个 真菌 诱导 的 稳定 高 表达 的 硫酸 盐 转 运 体 。 
他 们 认为 是 Melampsora larici-populina 通过 窒 主 编码 机 制 诱导 产 出 PtSultr3;5， 
这 个 基因 通过 派生 出 硫酸 盐 来 改变 杨 树 的 生理 状况 ， 使 宿主 环境 更 适合 病原 菌 
的 增殖 。 以 上 不 同 的 调控 分 子 对抗 病 基因 的 调控 作用 ， 能 够 保证 林木 基因 组 中 
保存 大 量具 有 多 样 性 的 抗 病 基因 来 抵御 不 断 变化 的 病原 菌 的 入 侵 ， 还 能 减少 过 
多 的 抗 病 基因 表达 对 基因 组 造成 的 负担 。 


4 ”林木 的 全 基因 组 关联 分 析 


随 着 基因 组 学 研究 以 及 基因 芯片 技术 的 发 展 ， 全 基因 组 关联 分 析 (Genome 
Wide Association Study, GWAS) 方法 被 应 用 于 挖掘 及 鉴定 大 量 与 复杂 性 状 相关 
联 的 遗传 变异 。 近 年 来 ， 这 种 方法 在 植物 遗传 学 和 育种 相关 的 重要 性 状 研 究 中 
得 到 了 广泛 的 应 用 。 关 联 分 析 是 一 种 基于 连锁 不 平衡 来 识别 分 子 标 记 之 间或 候 
选 基 因 与 性 状 之 间 关 系 的 方法 。 基 于 高 通 量 测序 技术 ，GWAS 在 林木 基因 组 学 
研究 中 可 用 于 挖掘 与 抗 病 性 状 相 关 的 SNPs 和 所 连锁 的 基因 。 

La Mantia 等 [31 利 用 基因 分 型 蕊 片 对 400 多 个 不 同 基 因 型 的 杨 树 做 了 
GWAS。 他 们 最 终 找 到 了 与 叶 锈 病 的 严重 程度 显著 相关 的 40 个 SNPs 及 其 关联 
的 26 个 基因 。 其 中 ， 有 一 个 SNP 处 在 PRR7 的 第 S 个 外 显 子 ， 是 一 个 非 同 义 
突变 。 在 拟 南 芥 中 ，PRR7 属于 一 个 生物 钟 转录 因子 的 基因 家 族 ， 但 这 个 基因 
与 该 种 群 的 物候 学 特征 没有 关联 。 拟 南 芥 功 能 缺陷 型 突变 体 prr7 在 调节 生物 节 
律 方面 表 型 也 不 明显 , 双 突 和 三 突 的 表 型 也 只 表现 出 了 prr5 和 prr9 单 突 的 表 型 。 
最 新 研究 发 现 ， 植 物 生 物 节律 也 参与 到 先天 免疫 机 制 的 调节 ， 其 中 PRR7 基因 
就 是 其 中 一 个 关键 调控 元 件 { 的 。 大 多 数 PRR7 的 靶 基 因 的 表达 量 在 黎明 时 达到 
了 峰值 ， 而 此 时 抑制 这 些 革 基因 的 PRR7 和 蛋白 含量 最 低 ， 这 表明 PRR7 通过 抑 
制 早晨 表达 量 高 的 基因 的 转录 来 影响 胁迫 响应 之 类 的 生物 性 状 。Iwata 等 [5 通过 
DNA 分 子 标记 获得 76 SA ASL Pyrus pyrifolia 品种 的 基因 型 。 随 后 的 GWAS 
分 析 检 测 到 4 个 标记 与 三 种 表 型 显著 相关 联 。 其 中 一 个 表 型 就 是 由 病原 菊池 链 
格 胞 (hlternaria kikuchiana Tanaka) 引起 的 梨 黑 斑 病 ， 与 其 相关 联 的 分 子 标记 
CH04h02 位 于 连锁 群 LG11， 并 与 两 个 疾病 易 感 基因 Ani 和 Ana 紧密 连锁 。 然 
而 水 果林 木 中 的 绝 大 多 数 性 状 很 难 对 应 到 单个 基因 的 水 平 ， 其 中 一 个 原因 是 缺 
少 所 研究 物种 的 全 基因 组 信息 [66.6]。Mariette 等 6] 将 抗 李 痘 病 (Plum pox virus) 
HJAR (Prunus armeniaca) 进行 全 基因 组 测序 ， 然 后 将 桃 树 (Prunus persica) 
基因 组 作为 参考 序列 来 鉴别 SNP, 这 种 基于 全 基因 组 序列 的 GWAS 不 仅 验 证 了 
之 前 的 QTL KF, 还 发 现 了 一 些 新 的 位 点 ， 并 且 这 些 新 发 现 的 位 点 都 可 以 对 应 
到 几 个 备 选 基因 ， 为 今后 深入 研究 提供 基础 。Evans 等 S31 利用 高 通 量 测序 建 江 
了 基因 与 杨 树 的 高 度 、 出 芽 率 之 间 的 关联 。Kumar 等 9 在 苹果 中 利用 高 通 量 
GWAS 在 1200 个 幼苗 中 检测 到 2500 个 SNPs 与 六 个 果实 产量 有 关 的 表 型 相关 
联 。 
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5 ”分 子 生物 学 技术 在 林木 转基因 育种 中 的 前 沿 成 果 


由 于 传统 杂交 育种 过 程 中 存在 的 林木 育种 周期 长 且 不 良性 状 的 连锁 累 歼 等 
限制 ， 通 过 转基因 等 生物 技术 培育 优良 品种 的 林木 的 研究 一 直 是 育种 和 生物 工 
程 领域 的 热点 之 一 中”, 早期 研究 主要 致力 于 将 能 够 直接 抑制 病虫害 和 病原 生 
长 的 几 丁 质 酶 、 抗 菌 多 肽 等 基因 转 入 林木 基因 组 中 ,此 方法 能 够 提高 林木 抗 性 ， 
但 是 也 对 林木 的 产量 和 生长 有 一 定 的 影响 。 随 着 植物 及 林木 抗 病 分 子 机 理 研 究 
的 深入 开展 ,研究 人 员 把 注意 力 转向 病原 识别 、 免 疫 调控 等 方面 的 基因 的 应 用 ， 
例如 将 杨 树 中 的 NPR1 基因 过 表达 和 将 番茄 中 的 抗 病 基 因 HerVf2 转 入 苹果 树 均 
获得 较 好 的 效果 。 此 外 ， 利 用 RNA 干涉 (RNAI) 技术 来 成 功 抑制 外 源 病毒 的 
危害 已 大 量 应 用 于 果树 育种 。 比 较 突出 的 例子 是 抗 李 痘 病 的 桂 树 品种 
(HoneySweet) 已 经 在 美国 获得 商业 化 种 植 的 许可 ， 该 品种 利用 PPV 的 包 被 重 
白 的 反 向 序列 形成 发 卡 式 小 RNA 来 高 效 抑制 病毒 侵 染 。 

在 植物 育种 中 ， 对 特定 的 目的 基因 进行 编辑 ， 这 原本 是 几乎 不 可 实现 的 难 
题 。 近 两 年 火爆 的 TALEN 和 CRISPR/Cas9 基因 编辑 技术 极 大 的 扫 清 了 定向 基 
因 编辑 的 障碍 。 目 前 CRISPR/Cas9 技术 已 经 应 用 于 大 量 的 不 同 真 核 物种 的 研究 ， 
实现 基因 组 几乎 任意 位 置 基因 的 突变 、 诱 导 表 达 调 控 和 序列 插入 等 一 系列 基因 
编辑 功能 。 我 国 科 学 家 高 彩霞 研究 员 的 课题 组 3 成 功 地 利用 基因 编辑 技术 同时 
突变 多 个 基因 拷贝 和 特异 地 突变 单个 基因 拷贝 。 该 课题 组 同时 突变 六 倍 体 小 麦 
中 的 MLO 基因 的 三 个 拷贝 ， 获 得 了 对 白粉 病 具 有 广 谱 抗 性 的 小 麦 材料 。 日 本 
的 一 个 研究 小 组 [也 首次 在 苹果 树 中 利用 CRISPR/Cas9 技术 实现 了 特定 基因 的 
定向 编辑 。 男 外 ,通过 显 微 操 作 以 及 基因 枪 等 技术 ,已 可 实现 DNA-free 的 基因 
组 编辑 方法 ， 并 且 可 以 成 功 避 免 外 源 DNA 片段 整合 到 基因 组 中 的 潜在 风险 [31。 
转基因 育种 中 的 其 它 一 些 技术 难题 ， 如 关键 性 状 的 体外 筛选 、 单 倍 体 培育 和 加 
倍 化 技术 等 ， 近 年 来 也 有 所 突破 。 例 如 ， 针 对 欧洲 白蜡 树 的 RNA-Seq 研究 发 现 
了 一 系列 与 白蜡 树 感染 程度 相关 的 标志 基因 ， 通 过 这 些 基 因 的 表达 量 所 预测 的 
林木 可 能 感染 几率 与 野外 的 实际 观测 结果 高 度 一 致 81， 这 些 标志 基因 或 许 就 可 
以 应 用 于 育种 过 程 中 胚 性 组 织 或 幼苗 筛选 抗 病 性 状 。 另 外 , 先 正 达 的 研究 人 员 0D9 
通过 失 活 玉米 精细 胞 中 特异 表达 的 磷脂 酶 基因 MTL 直接 诱导 产生 单 倍 体 玉米 ， 
从 而 突破 了 传统 花药 培养 的 限制 ， 据 推测 该 技术 可 拓展 到 其 他 植物 物种 。 


6 RE 


综 上 所 述 ， 林 木 物种 的 基因 组 学 和 转录 组 学 研究 提供 了 丰富 的 抗 病 相 关 信 
息 。 不 过 ， 仍 然 存在 一 些 问 题 值 得 探讨 。(1) RNA-seq 技术 和 分 析 受 到 林木 基 
因 组 本 身 的 一 些 限制 。 相 对 于 草本 植物 ， 已 测序 的 林木 基因 组 还 是 很 少 。 在 缺 
少 高 质量 的 林木 参考 基因 组 的 情况 下 ， 林 木 的 转录 组 拼接 还 是 de novo (无 参考 
序列 )， 这 对 于 一 些 基 因 组 大 小 达 20 Gb 左右 的 松柏 科 林 木 是 一 个 挑战 。 另 外 ， 
林木 基因 组 中 转录 物 的 注释 还 是 主要 依靠 草本 植物 的 基因 组 注释 〈 如 拟 南 芥 、 
KERKE) [1。(2) 利用 基因 分 型 芯片 探索 林木 抗 病 性 与 SNPs 之 间 的 关联 
性 的 研究 并 不 多 ， 依 赖 于 高 通 量 测序 技术 做 的 GWAS 则 更 少 。 显 然 ， 利 用 高 通 
量 技术 的 GWAS 研究 覆盖 度 更 广 ， 得 到 的 结果 也 更 全 面 和 精确 ， 这 对 于 果树 的 
育种 很 有 意义 。(3) 转录 组 学 和 蛋白 质 学 之 间 的 相关 性 并 不 高 ， 所 以 我 们 需要 
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彰 助 蛋白 质 组 学 技术 来 进一步 获得 表达 谱 的 全 景 图 并 挖掘 受到 转录 后 调控 的 基 
因 。 而 上 述 表 达 谱 的 变化 能 否 改变 生物 内 源 性 代谢 物质 的 组 成 也 还 需要 代谢 组 
学 的 确认 。 

尽管 如 此 ， 基 因 组 时 代 林 木 抗 病 分 子 机 理 的 研究 还 是 取得 了 丰硕 成 果 ， 为 
林木 分 子 病 理学 英 定 了 坚实 的 基础 ， 在 不 久 的 将 来 促进 传统 育种 和 基因 工程 育 
种 的 发 展 。 而 近年 来 分 子 生 物 学 领域 的 快速 发 展 也 使 得 通过 转基因 技术 培育 优 
良 林 木 品 种 的 研究 如 虎 添 时 。(1) 传统 的 抗 病 育种 方法 主要 是 分 子 标记 辅助 选 
择 ， 其 育种 的 成 败 很 大 程度 上 取决 于 分 子 标记 的 质量 。 以 往 得 到 的 分 子 标记 有 
不 同方 面 的 缺陷 ， 利 用 RFLP 和 AFLP 的 方法 得 到 的 分 子 标记 分 辨 率 和 重复 率 
较 低 ， 利 用 SSR 的 方法 得 到 的 分 子 标记 成 本 则 又 太 高 。 如 今 ， 高 通 量 测序 技 术 
能 够 提供 大 量 且 优质 廉价 的 SNPs， 可 以 大 大 促进 传统 育种 的 发 展 。 另 一 方面 ， 
基因 工程 抗 病 育种 很 大 程度 上 依赖 于 已 报道 的 基因 。 但 是 ， 这 些 已 报道 的 基因 
主要 来 自 于 农作物 、 模 式 植物 或 者 微生物 ， 并 非 来 自 于 林木 本 身 。 基 因 组 时 代 
的 研究 成 果 则 可 以 提供 更 多 的 林木 基因 组 本 身 的 抗 病 基 因 信 息 。(2) RNAI 的 
引入 需要 转基因 技术 ， 所 以 出 于 食品 及 生态 安全 的 考虑 ， 转 基因 果树 林木 品种 
的 大 规模 应 用 仍 远 远 落后 于 科学 研究 [8。 虽 然 也 有 大 量 研究 致力 于 开发 砧木 
RNAI 技术 ， 这 样 通过 万 皮 部 的 运输 ，siRNA 可 以 在 接穗 中 发 挥 作用 ， 同 时 避 
免 了 食用 部 分 中 转基因 成 分 的 潜在 危害 , 但 其 安全 性 仍 需要 长 期 评估 [9。 因 此 ， 
同 源 转 基因 技术 〈cisgenesis) 受到 了 研究 人 员 的 青睐 ， 同 源 转 基因 就 是 将 本 物 
种 或 其 近 缘 野 生 种 克隆 的 优异 等 位 基因 导入 到 要 改良 的 育种 材料 中 。 同 源 转 基 
因 和 常规 育种 所 要 导入 的 目标 基因 的 来 源 是 相同 的 ， 因 此 育成 后 的 品种 同样 是 
安全 的 I， 这 可 以 最 大 程度 地 减少 人 们 对 异 源 基 因 导 入 的 担忧 。 高 通 量 测序 技 
术 的 莹 勃发 展 使 得 育种 学 家 拥有 目标 林木 的 完整 的 基因 目录 。 基 于 高 通 量 测序 
的 RNA-seq 和 GWAS 技术 提升 了 人 们 对 树木 抗 病 分 子 机 理 的 认识 , 也 使 得 从 经 
济 林木 树种 或 其 近 缘 野生 种 克隆 优质 等 位 基因 的 工作 变 得 简便 容易 ， 为 同 源 转 
基因 改良 品种 的 育种 研究 提供 大 量 优 秀 的 素材 。(3) 宿主 林木 和 病原 菌 之 间 的 
复杂 关系 的 理解 需要 评估 各 种 性 状 〈 包 括 抗 性 ) 的 变化 和 这 些 性 状 在 不 同 环境 
和 不 同 水 平 ( 单 棵 林木 、 一 片 森 林 和 一 个 生态 系统 ) 的 表达 量 。RNA-seq 和 GWAS 
等 研究 与 野外 的 长 期 观测 抗 性 数据 相 结合 ， 相 比 在 实验 室 或 大 棚 观测 到 的 林木 
抗 病 数据 ， 更 能 全 面 和 精确 地 理解 林木 的 抗 病 机 理 。 因 而 野外 田间 试验 对 于 理 
解 林木 的 遗传 多 样 性 和 对 病原 菌 的 抗 竹 和 适应 性 依旧 是 非常 重要 的 。 相 比 草本 
植物 ， 限 制 林木 的 野外 实验 及 其 相关 的 林木 育种 的 一 个 主要 因素 是 林木 的 生长 
周期 很 长 旦 需要 大 片 的 生长 空间 。 即 使 当前 林木 物种 的 野外 试验 具有 挑战 性 ， 
Buggs 的 团队 获得 了 野外 长 期 观测 丹麦 白蜡 树 抵抗 村 梢 病 的 实验 数据 [56]， 并 且 
利用 基于 全 基因 组 序列 的 RNA-seq 分 析 技 术 ， AC EMEA es ik E a eee Ae pe 
染 程度 紧密 相关 B1U， 这 为 下 一 步 的 育种 应 用 研究 指引 了 全 新 的 方向 。 
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Abstract: Molecular pathology of forest trees lagged behind studies on agricultural crop 
pathology for a long time. The advances of high-throughput sequencing technologies have 
significantly contributed to the study on molecular pathology of forest trees. Since 2006, the 
completion of genome sequences of the black cottonwood, the Norway spruce and other important 
tree species has provided genetic background for the comprehensive understanding of 
antimicrobial process. Meanwhile, application of transcriptomics and genome-wide association 
studies has resulted in the rapid accumulation of massive data on molecular interactions between 
trees and their pathogens. Recently, molecular biology technologies such as CRISPR/Cas9 have 
emerged or grown rapidly. Effective molecular biology technology combined with genomic 
research is helpful for tree breeding. This review provides an overview of molecular mechanisms 
about responses of forest trees to their pathogens, highlighting the achievements of the application 
of genomics and transcriptomics as well as molecular biology technologies on the research of 
molecular pathology of tree species, and discussing the challenges and prospects for the near 
future. The review is hoped to provide reference for further tree breeding for disease resistance. 
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